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RESUMO
Os biossurfactantes apresentam inimeras aplicacbes ambientais e sdo
produzidos por diversos microrganismos. Os provenientes da levedura
Saccharomyces cerevisiae sao pouco estudados para fins ambientais, sendo
atoxicos. Objetivouse 0 estudo da producdo de biossurfactantes intra e
extracelular por essa levedura, desenvolvida em meio de cultivo contendo 05%
de extrato de levedura e 1% de peptona, além de concentracbes variadas de
sacarose e indutores oleosos — glicerol e dleos de soja e diesel. Os experimentos
foram realizados durante 96 horas, e a producao de biossurfactantes foi avaliada
diariamente, por meio da reducdo da tensao superficial e de estabilizacao de
emulsoes. O biossurfactante extracelular foi extraido da biomassa obtida, com
posterior precipitacdo e caracterizacdo quimica por intermedio de espectrometria
de massa. As maiores produtividades de emulsificantes extracelulares foram
obtidas com glicerol (020 UEhY) e ¢leo de soja (021 UEh", em 48 horas
de cultivo. Em ensaios posteriores, realizados com aumento da concentracdo de
indutor, foi verificado um aumento das produtividades extracelulares para 045
UE ' para o glicerol e 030 UE Q' para o0 dleo de soja. A maior reducao da tensao
superficial foi de 989%, em 72 horas, para o indutor dleo diesel. A diminuicdo
dessa tensdo, aliada ao aumento das atividades emulsificantes, € um importante
indicativo da utilizacao do substrato hidrofébico pelo microrganismo. O estudo
comprova aumento na producdo de biossurfactantes extracelulares quando
realizada otimizagdo de cultivo. Para a producdo dos intracelulares, a necessidade

de processo de rompimento celular aumenta os custos do bioprocesso.

ABSTRACT
Biosurfactants implicate many environmental applications, being produced by a
wide range of microorganisms. Those from the Saccharomyces cerevisiae yeast
are still poorly studied for environmental purposes and are non-toxic. The aim
of the study was the production of intra- and extracellular biosurfactants by
the Saccharomyces cerevisiae yeast. The yeast was grown in cultured medium
containing O5% yeast extract, 1% peptone and variable concentrations of
sucrose and oily inducers. Inducers used were glycerol, soybean oil and
diesel oil. Experiments were conducted for 96 h, and the daily production
of biosurfactants was evaluated by reducing surface tension and stabilizing
emulsions. Extracellular biosurfactant was extracted from the obtained
biomass, with subsequent precipitation and chemical characterization by mass
spectrometry. The highest extracellular emulsifier yields were achieved with
glycerol inductor (020 UE h") and soybean oil (021 UE h) in 48h of cultivation.
In later tests performed with increasing concentration of inducer, an increase in
extracellular yields was noticed in these experiments (045 UE h'for glycerol and
030 UE h'for the soybean ail). The greatest reduction in surface tension was
989% in 72 h for diesel oil inducer. The reduction of surface tension combines
with the increase of emulsifying activities in an important indicator of the use of
hydrophobic substrate by the microorganism. The study confirms an increase
in the production of extracellular biosurfactants when optimizing cultivation.
The production of intracellular biosurfactants has also been verified, however

the process of cellular disruption increases the cost of the bioprocess.

Palavras-chave: bioprocesso; tensao superficial; atividade emulsificante; Keywords: bioprocess; surface tension; emulsifying — activity;
aplicacao ambiental. environmental application.
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|NTRODUCAO moléculas constituidas de uma porg¢ao hidrofilica e uma hidrofébica,

Os biossurfactantes sdo compostos de origem microbiana obtidos

por bioprocessos que apresentam como principal caracteristica serem

0

com propriedades emulsificantes e de redugido da tensdo superficial
(DESAI; BANAT, 1997; SATPUTE et al., 2010).
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Essas caracteristicas fisico-quimicas tornam esses compostos uteis
no setor ambiental, em aplicagdes como a biorremediagao de residuos
oleosos em solos ou dguas, na limpeza de tanques e na recuperagao
de derivados do petréleo (DECESARO et al., 2015; JAIN et al., 2013;
LIU et al., 2008; PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011). A caracteris-
tica de reduzirem as tensdes superficial e interfacial contribui para o
aumento da solubilidade e drea de contato de compostos insoluveis,
ocasionando a biodisponibilidade do contaminante e a maior possi-
bilidade de biodegrada¢ao (BEZZA; CHIRWA, 2015).

Aplicagoes desses biocompostos também foram descritas
na 4rea alimenticia, para aumento da consisténcia de alimentos
(BARROS et al., 2007; FAl et al., 2015), e na industria farmacéutica,
como inibidores da adesdo de organismos patogénicos em superfi-
cies (GHARAEI-FATHABAD, 2011).

As vantagens do uso de biossurfactantes em relagdo aos surfac-
tantes quimicos sdo a sua biodegradabilidade, baixa toxicidade e pos-
sibilidade de uso de substratos renovaveis e residuos de processos de
produgdo, o que agrega valor aos residuos, diminui os custos de pro-
dugdo e contribui para a redugdo da poluicio ambiental (FONTES;
AMARAL; COELHO, 2008). Porém, os biossurfactantes ainda nio
sdo competitivos no mercado, em virtude principalmente dos custos
de produgio, sendo necessaria otimizagdo dos processos e meios de
cultivos utilizados, bem como o uso de microrganismos de mais facil
cultivo (BANAT et al., 2014).

A produgido de desses biocompostos por leveduras, principal-
mente pelos géneros Candida (ACCORSINI et al., 2012; LUNA et al.,
2015; SANTOS et al., 2014) e Yarrowia (MORAIS; ABUD, 2012), é
bem documentada, entretanto poucos relatos existem da possibili-
dade de producio de biossurfactantes extracelulares a partir da leve-
dura Saccharomyces cerevisiae (ALCANTARA et al., 2012; ILORT;
AMOBI; ODOCHA, 2005).

A produgdo de manoproteinas, que sdo biossurfactantes intra-
celulares componentes das paredes celulares de S. cerevisiae, é mais
bem documentada (MELO et al., 2015; WU; GUAN; ZHONG, 2015).
No entanto, sabe-se que os biocompostos intracelulares incluem custos
no processo de extragao superiores aos das operagdes de downstream
de compostos extracelulares, por conta da necessidade do rompimento
celular necessario para a posterior extragdo e purificacio.

AS. cerevisiae é de facil isolamento e cultivo, apresenta baixa toxici-
dade e alto poder de manipulagdo genética; é muito utilizada na produ-
¢do de etanol e bebidas alcodlicas por meio de processos fermentativos
(ARAUJO; FREIRE; NITSCHKE, 2013; VILELA; SGARBIERL; ALVIM,
2000), sendo um microrganismo que pode ser mais bem investigado
em relagdo ao seu potencial para a obten¢io de biossurfactantes intra
e extracelulares, que foi o intuito deste trabalho. Objetivou-se ainda
avaliar a influéncia das fontes de carbono agucaradas e oleosas na libe-

racdo de biossurfactantes extracelulares por essa levedura.
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METODOLOGIA

Microrganismo, meio de cultivo

e delinemento experimental

O microrganismo utilizado foi a levedura Saccharomyces cerevisiae lio-
filizada, obtida comercialmente na forma de fermento para produgéo
de paes da marca Saf-Instant®.

O meio de cultivo foi preparado utilizando-se 0,5% (p.v') de extrato
de levedura, 1% de peptona (m.v"') e sacarose segundo delineamento
experimental (Tabela 1). O pH foi ajustado entre 6,0 e 6,5 com a adi¢ao
de hidroxido de sédio 1 mol.L ou de 4cido cloridrico 0,1 mol.L!. O meio
foi esterilizado em autoclave por 21 minutos a 121°C. A fim de estimular a
produgdo de biossurfactantes extracelulares, foram adicionados indutores
oleosos (6leo de soja, dleo diesel e glicerol) aos meios de cultivo. Um deli-
neamento experimental avaliando a influéncia das concentragoes de saca-
rose e indutor foi realizado para cada tipo de indutor em estudo (Tabela 1).

Os experimentos foram realizados em frascos do tipo erlenmeyer
de 250 mL, contendo 100 mL de meio inicial. Os meios foram inocu-
lados com 1% (m.v'!') de levedura liofilizada, e os cultivos foram reali-
zados por 96 horas a 30°C sob agitagao constante (100 rpm). Nos tem-
pos amostrais (0 h, 24 h, 48 h, 72 h e 96 h), os indculos foram subme-
tidos & centrifugag¢do a 5.000 rpm por 20 minutos, para separagao das
células. A biomassa foi utilizada para a determinagio da producéo de
biossurfactantes intracelulares e o meio livre de células, para a avalia-

¢do da produgio de biossurfactantes extracelulares.

Tabela 1 - Delineamentos experimentais utilizados para a composicao
do meio de cultivo para a producdo de biossurfactantes intra e
extracelulares de Saccharomyces cerevisiae.

Primeiro delineamento experimental (22)!

Experimento

P1 10gL'¢-D 10gL" D
p2 30gLl'G+D 10gL"¢-D
P3 10gL'¢-D 20gL'(+D
P4 30gLl'+D 20gL'(+D

Segundo delineamento experimental®
Experimento X, — Indutor?

Sl 2gL'¢(D 15gl'¢-D
S2 10 gL' ¢+ 15gl'¢-D
S3 2gL'(D 45 gL' (+)
S4 10 gL' ¢+ 45 gL' (+1)
S5 6gL'(O) 30gL'O)
56 6gL"(©O 30gL'O)
S7 6gL"(O 30gL"O)

'0Os experimentos foram realizados em duplicata; *foi utilizado um delineamento
experimental para cada indutor (¢leo diesel, dleo de soja e glicerol; *os
experimentos ndo foram realizados em duplicata devido a inser¢ao dos pontos
centrais para o calculo do erro padrao.
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Biossurfactantes extracelulares de S. cerevisiae

Um segundo delineamento experimental (Tabela 1) foi realizado
apds a obtencao dos resultados do primeiro. As condigdes de preparo do
meio de cultivo foram mantidas, alterando-se somente as concentracdes
de sacarose e indutor. Os experimentos foram avaliados por um periodo
de 72 horas, e amostras foram retiradas nos tempos 0, 24 e 72 horas,

para verificar somente a producao de biossurfactantes extracelulares.
Determinacdes analiticas

Extracao dos biossurfactantes intracelulares

Os biossurfactantes intracelulares foram extraidos da biomassa centri-
fugada segundo metodologia proposta por Torabizadeh, Shojaosadati
e Tehrani (1996), tendo sido realizada a substituicdo do citrato de
potassio pelo de sddio, na mesma concentragdo molar. A biomassa
obtida em cada ensaio foi suspendida em 10 mL de solucdo de citrato
de sédio 0,1 mol.L! e metabissulfito de potassio 0,02 mol.L"!, com pH
ajustado em 7, seguido de autoclavagem por 2 horas a 121°C e poste-
rior centrifugagdo a 5.000 rpm por 10 minutos. A 5 mL do sobrena-
dante obtido, adicionaram-se 15 mL de etanol 95%, contendo 1% de
dcido acético (v.v''), os quais foram refrigerados por 16 horas a 4°C.
Depois, a amostra foi novamente centrifugada a 5.000 rpm por 10 minu-
tos. O precipitado foi recolhido e diluido 100 vezes em dgua destilada
(mantendo a mesma relagdo de volume de meio no inicio do processo
fermentativo), e esse extrato contendo o biossurfactante intracelular
purificado foi utilizado nas determinagées de atividade emulsificante

6leo em 4gua e dgua em Oleo.

Determinacao de atividade emulsificante

A partir dos extratos livres de células e daqueles contendo os bios-
surfactantes intracelulares, foram realizadas as determinagdes das
atividades emulsificantes 6leo em agua (O/A) e dgua em dleo (A/O),
segundo método proposto por Martins et al. (2006) que consiste na
mistura de 3,5 mL de extrato contendo o biossurfactante e 2 mL de
6leo de milho seguido de agitagdo em vortex a 700 rpm por 1 minuto.
Ap6s 60 minutos de repouso, foi determinada a absorbéncia da fase
inferior formada no tubo de ensaio em espectrofotometro a 610 nm,
sendo essa leitura utilizada para o calculo da atividade emulsificante
O/A, conforme Equagio 1. Ap6s 24 horas de repouso, mediu-se a altura
da emulsdo A/O formada (fase superior) e a altura total de liquido no
tubo. A atividade emulsificante A/O ¢é calculada segundo as Equagoes 2

e 3. Os brancos foram calculados utilizando-se 6leo de milho e agua.

AEO/A = (ABSamostra - ABSbranco) 1

E= hemulsz‘io *100 (2)
total

AE, 0= (B i~ Boaneo) 3)
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Em que:

AE = atividade emulsificante (UE);
O/A = 6leo em agua;

A/QO = 4gua em 6leo;

ABS = absorbancia;

E =relagdo centesimal entre a altura da emulsao A/O e a altura total (mm).

Com os resultados obtidos das atividades emulsificantes O/A e
A/O, foi possivel calcular as produtividades das emulsées durante o

tempo de fermentacio, de acordo com a Equagio 4.

_ Atividadeg,,) — Atividade; ; i, (4)

AET Tempo

Em que:
P, .= produtividade de atividade emulsificante (UE.h);

Atividade; = atividade emulsificante no tempo final (UE);

Atividade, = atividade emulsificante no tempo inicial (UE);
Tempo (h).
Tensdo superficial

A tensdo superficial foi determinada no meio livre de células, de acordo
com o método do anel (Du-Nuoy’ ring method), com tensidmetro da
marca Biolin Scientific, modelo Sigma 702. O percentual de redugédo
da tensdo superficial em relacio a do inicio do processo fermentativo

foi calculado pela Equagio 5.

Tsinicial - Tsﬁnal *100 (5)

TS

RTS =
inicial

Em que:

RTS = redugio da tensdo superficial (%);

TS, .., = tensdo superficial dos meios no inicio do processo fermen-
tativo (mN.m™);

TS

tivo (mN.m™).

i = tensdo superficial dos meios no fim do processo fermenta-

Identificacdo dos biossurfactantes extracelulares

Os biossurfactantes extracelulares produzidos foram precipitados con-
forme método proposto por Ilori, Adebusoye e Ojo (2008) e liofiliza-
dos (liofilizador da marca Terroni®, modelo LS 3000), sendo utilizados
para a identificagdo por meio de espectrometria de massa. A amostra
foi preparada dissolvendo 2 pg do biossurfactante em uma solugéo de
metanol/agua (1:1 v.v'').

Para preparar a placa de matrix-assisted laser desorption/ionization
(MALDI), 1 pL do biossurfactante foi colocado sobre uma placa de 384
local (ago inoxidavel polido) e seco a temperatura ambiente. A amos-
tra seca foi entdo coberta com 1 puL de uma solugdo de matriz 2,5 dihi-

droxibenzéico (DHB) (30 mg.mL"' em metanol). As andlises foram
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realizadas por matrix-assisted laser desorption/ionization-massspectro-
metry (MALDI-MS) em Bruker Autoflex ITI (Bruker Daltonics, Bremen,
Alemanha), operado em modo refletor e equipado com um laser de smart
beam 337 nm. Cada espectro foi adquirido com 700 laser shots em um
unico disparo. A regido de m.z" sobre a qual os ions foram detectados
foi de 1.000 a 1.600 m.z"! no modo fon positivo. A faixa de poténcia do
laser foi ajustada para 60%, e as medigdes foram realizadas nas seguin-
tes condigoes: fonte de ions 1 = 19,0 kV; fonte de ions 2 = 16,6 kV; ten-
sao da lente = 8,7 kV; tensao do refletor 1 = 21,0 kV; tensao do refletor
2 =9,70 kV; delay de extragdo dos fons = 1,1 ns; supressdo = 500 Da.

Tratamento dos dados e analise estatistica

Os resultados de produtividade de atividades emulsificantes foram ava-
liados de acordo com a metodologia de planejamento de experimentos,
na qual se estimam os efeitos principais e de interagdo das variaveis

avaliadas com o auxilio do software Statistica 7.0°.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacao da producao de biossurfactantes

intra e extracelulares a partir do primeiro
delineamento experimental

Os resultados de produtividade de atividade emulsificante obtidos no
primeiro delineamento experimental estdo apresentados na Figura 1,
na qual se verifica que a produgdo de biossurfactantes intracelulares
foi superior a de biossurfactantes liberados para o meio de cultivo.
Os biossurfactantes intracelulares sdo associados ao crescimento celu-
lar e j& foram caracterizados como manoproteinas (BARRIGA et al.,
1999), sendo componentes de parede celular, e identificados como do
tipo polimérico com capacidade de estabilizar emulsées de diferentes
polaridades (COSTA; MAGNANTI; CASTRO-GOMEZ, 2012; DIKIT
et al., 2010). Os ensaios foram realizados em duplicata apenas para os
biossurfactantes extracelulares.

As méaximas produtividades de biossurfactantes intracelulares com
atividade A/O foram obtidas no experimento 1 para o indutor glicerol
(1,49 UE.h"),em 3 e 4 (1,99 UE.h" e 2,19 UE.h!) para o diesel e no 4
(2,87 UE.h™!") quando utilizado o 6leo de soja como indutor. Em rela-
¢do as atividades emulsificantes O/A, para os biossurfactantes intra-
celulares, as maiores produtividades foram obtidas no experimento 2
(0,37 UE.h) para o indutor glicerol e no 4 (0,46 UE.h™!) para o 6leo de
soja. Os melhores resultados para as atividades A/O sao relacionados a
composi¢ao quimica desse tipo de emulsificante (polimérico), soluvel
em 4gua, que, por apresentar alto peso molecular, tem a sua agrega-
¢do de micelas limitadas (CAMERON; COOPER; NEUFELD, 1988;
CHAPRAO, 2015). Para a producio de biossurfactantes intracelulares,

o uso do indutor dleo de soja favoreceu o aumento da produtividade de
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atividade emulsificante para formagao de emulsdes tanto A/O quanto
O/A (2,87 UE.h" e 0,46 UE.h’!, respectivamente).

Embora a Figura 1 mostre a maior eficiéncia do microrganismo
para a produgio de biossurfactantes intracelulares, por conta da des-
vantagem associada a produ¢ao industrial desses compostos, devido
aos maiores custos de purificagdo geralmente associados (KATEMAI,
2011; SARIL; KUSHARYOTO; ARTIKA, 2014), buscou-se implemen-
tar a obtencdo de biossurfactantes extracelulares a partir da levedura
S. cerevisiae. Dessa forma, os resultados de produgédo de biossurfac-
tantes extracelulares foram analisados buscando-se modificar as con-
diges de cultivo a fim de otimizar essa produgio.

As méximas produtividades de biossurfactantes extracelulares foram
todas obtidas nos experimentos 1 (concentragdo de sacarose e indutor
de 10 g.L') dos delineamentos experimentais, em até 72 horas de cul-
tivo, para os 3 indutores testados. As produtividades em A/O foram
maiores em relagdo a O/A, e as maximas produgdes foram verificadas
para os indutores glicerol (0,20 UE.h?) e dleo de soja (0,21 UE.h™").
Nao foram verificadas produgées de emulsdao O/A quando utilizado o
indutor dleo diesel. Os efeitos estimados das variaveis sobre as produ-
tividades estdo apresentados na Tabela 2.

A interagdo dos efeitos da adi¢do de sacarose e indutor sobre as
produtividades de biossurfactantes extracelulares com capacidade de
formagdo de emulsdes do tipo A/O foi significativa (p < 0,05) para
todos os indutores testados, mostrando que as maiores produtividades
foram obtidas nas menores concentragdes de ambos.

Em relagdo a produgio de biossurfactantes extracelulares com capa-
cidade de formagao de emulsdes do tipo O/A, o acrescimento de saca-
rose foi significativo e negativo quando usado o indutor dleo de soja
(p = 0,001). J a concentragdo de indutor foi significativa e negativa
para o glicerol (p = 0,010). As interagdes entre as variaveis foram sig-
nificativas apenas para o ultimo, para o qual a maior produtividade de
emulsdes O/A ¢ atingida com uma menor concentragio de indutor.

Considerando que as maximas atividades emulsificantes foram
alcancadas em até 72 horas para ambas as emulsdes A/O e O/A e bus-
cando a otimizagdo da produgdo de biossurfactantes extracelulares, um
novo delineamento foi elaborado. Por causa dos efeitos contraditdrios
da concentracéo de indutor sobre as produtividades de biossurfactantes
com capacidade de emulsificagdo O/A e A/O, optou-se por aumentar
as concentrac¢des de indutores testados. Ja a concentracdo de sacarose
foi reduzida, conforme indicaram os efeitos dessa variavel sobre a pro-
dutividade das emulsoes. A op¢do de se aumentar a concentragao dos
indutores foi tomada a fim de estimular o uso de fontes lipidicas de
carbono pela levedura. No metabolismo microbiano, sempre que uma
fonte simples de carbono é adicionada, esta é usada primeiramente pelo
microrganismo (MAKKAR; ROCKNE, 2003). Assim, a hipdtese foi de
que a redugdo da fonte simples de carbono (concentragio de sacarose)

pudesse estimular o uso das fontes lipidicas de carbono (glicerol, 6leo
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Biossurfactantes extracelulares de S. cerevisiae

de soja ou dleo diesel), resultando em uma maior produgédo de bios-
surfactantes extracelulares, vista a necessidade do microrganismo de
assimilagdo dessas fontes de carbono.

Decesaro et al. (2013) avaliaram a produg¢ao de biossurfactan-
tes a partir de Bacillus e Pseudomonas e obtiveram produtividades
entre 1,68 e 3,22 UE.h'! para atividades emulsificantes A/O e entre
0,03 € 0,04 UE.h ' para as O/A, quando adicionadas 10 g.L! de éleo
diesel como indutor. Em nosso estudo, a levedura Saccharomyces

cerevisiae apresentou produtividades extracelulares maiores para

as atividades O/A, de 0,07 UE.h", para a mesma concentragao de

indutor adicionado.

Segundo delineamento fatorial

completo 22 com adicao de pontos centrais

A produgio de biossurfactantes com capacidade de formagao de emul-
sdes A/O foram superiores que as do primeiro planejamento experi-
mental (Figura 2), sendo maiores que as daqueles com capacidade de

formagao de emulsoes O/A.
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Figura 1 - Produtividades de atividades emulsificantes dgua em 6leo e 6leo em agua obtidas pelos biossurfactantes intra e extracelulares para os
experimentos realizados com os indutores glicerol, éleo diesel e dleo de soja.
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Tabela 2 - Niveis de significancia e efeitos estimados das varidveis sobre produtividade de emulsdes agua em dleo e atividade emulsificante 6leo em
agua formadas a partir dos biossurfactantes extracelulares.

Niveis de significancia (p)

Efeitos estimados (UE.h")

emulsificante ERtores
x, [sac] 000002 000415 000000 -01200 -00437 -01784
A/O X, [ind] 021531 001393 000171 -00076 -00309 -00303
XX, 000074 001393 00053 00483 00309 00223
X, [sac] 020474 000120 00009 -00054
O/A X, [ind] 001037 007498 -00029 00015
XX, 000154 007498 -00050 -00015
A/O: dgua em dleo; O/A: 6leo em dgua; sac: sacarose; ind: indutor.
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Figura 2 - Produtividades de atividades emulsificantes dgua em 6leo e 6leo em dagua obtidas pelos biossurfactantes extracelulares para os indutores
glicerol, 6leo diesel e 6leo de soja.
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Avaliando-se a produgdo de emulsoes do tipo A/O nos experimen-
tos com o indutor glicerol, houve produgio de atividade emulsificante
em 24 e 72 horas, com tempo de cultivo ideal de 24 horas. O experi-
mento com maior produgdo de emulsoes foi o S1 (2 g.L'! de sacarose
e 15 g.I'! de indutor), com 0,45 UE.h"! em 24 horas. A produgio de
emulsdes para o indutor 6leo diesel foi observada somente em 24 horas
de ensaio, sendo a maior produtividade verificada no experimento S1
(0,18 UE.h"). J& para o 6leo de soja, S3 (2 g.L"' de sacarose e 45 g.L' de
indutor) e S1 (2 g.L* de sacarose e 15 g.L! de indutor) foram os expe-
rimentos que apresentaram maiores produtividades de emulsoes A/O,
de 0,30 UEe 0,25 UE.h", respectivamente. As maiores produtividades
ocorreram nos experimentos que continham a menor concentragio de
sacarose (S1 e S3). A atividade emulsificante aumenta, mas a velocidade
de produgdo do emulsificante diminui. Por isso, os valores de produ-
tividade, que levam em considerac¢do o tempo de cultivo, sio maiores
no tempo de 24 horas. Isso pode estar associado a fase de crescimento
do microrganismo, que cresce mais nas primeiras horas e depois entra
em fase estaciondria, afetando a produgdo de biossurfactantes.

Em relagao a produgdo de biossurfactantes extracelulares capazes
de estabilizar emulsdes do tipo O/A, todos os experimentos apresen-
taram maximas produg¢des em 24 horas de cultivo. Para o indutor gli-
cerol, o experimento S1 (2 g.L'! de sacarose e 15 g.L'! de indutor) foi
o que obteve maior produtividade em relagdo aos demais ensaios, de
0,03 UE.h ™. Quando utilizado dleo diesel, a maior produtividade veri-
ficada foi no experimento S3 (2 g.L! de sacarose e 45 g.L"* de indutor),
de 0,03 UE.h".. Para o 6leo de soja como indutor, a maior produtividade
foi verificada para S1 (2 g.L! de sacarose e 15 g.L! de indutor) e S3
(2 g.L'* de sacarose e 45 g.L'! de indutor), com 0,05 UE.h™. Os resulta-
dos indicam que os indutores dleo de soja e glicerol foram as fontes de
carbono lipidicas que mais induziram a produgao de biossurfactantes.

A Tabela 3 apresenta, para um nivel de significancia de 5%, os

efeitos estimados das concentragdes de sacarose e de indutor sobre

a produtividade de emulsoes. Para as produtividades das emulsoes
A/O, essas concentragdes apresentaram efeitos significativo e negativo
(p < 0,05) para todos os indutores testados, indicando que a adigdo
de menores concentragdes de sacarose e indutor 6leo diesel no meio
de cultivo favorecem a produgao desses compostos. A concentragio dos
demais indutores nio apresentou efeito significativo (p > 0,05) sobre a
produgdo de compostos com atividade emulsificante A/O.

Nas produgdes de atividades emulsificantes O/A, a adi¢io de saca-
rose foi significativa e negativa para os trés indutores testados, o que
indica que sua redugio é favoravel a produtividade de emulsées O/A.
Em relagdo a concentragio dos indutores, o efeito foi significativo
(p < 0,05) sobre a produgdo de compostos para glicerol e 6leo die-
sel, sendo o efeito negativo (-0,0052 UE.h') para o glicerol e positivo
para o 6leo diesel (+0,0181 UE.h). A interagdo dos efeitos da adi¢ao
de sacarose e indutor foi significativa para o glicerol e o 6leo diesel.
Utilizando dleo diesel como indutor na maior concentragdo avaliada
(45 g.L"), as maiores concentragdes de sacarose (10 e 6 g.L") ndo oca-
sionam efeito negativo sobre a produtividade de compostos. Ainda as
maiores concentra¢des de indutor foram benéficas quando se utilizou
6leo diesel, enquanto, para o glicerol, a maior produgio de compostos
se d4 nas menores concentragdes, tanto de indutor quanto de sacarose.

Lima e Alegre (2009) avaliaram a produgéo de biossurfactantes pela
levedura Saccharomyces lipolytica, em um periodo de 72 horas, com
adigdo de 50 g.L! de dleo diesel como indutor, verificando valores de
atividades emulsificantes de 0,01 UE.h"! em um pH 6,0. Os valores
de nosso estudo assemelham-se aos obtidos. Para o tempo de 24 horas,
para o experimento com 45 g.L'! de indutor (S3), obtivemos 0,08 UE.h,
maior do que o estudo realizado e melhor em termos de produtivi-
dade, pois o tempo necessdrio para atingir a produ¢io de emulsoes
nesta pesquisa foi menor.

Alcantara et al. (2012) estudaram a produgao de biossurfactantes

extracelulares de uma cepa isolada de Saccharomyces cerevisae 2031

Tabela 3 - Niveis de significancia e efeitos estimados das variaveis sobre a produtividade de biossurfactantes para cada indutor testado.

Niveis de significancia (p)
Atividade

Efeitos estimados (UE.h")

Tipo de indutor Tipo de indutor

emulsificante Fatores
Oleo diesel Oleo de Soja Oleo diesel Oleo de Soja

X, [sac] 000001 004003 003172 -04065 -00861 01361
X, [ind] 060973 002674 054270 00180 -00950 00339
Ao XX, 042647 077750 080471 00284 01055 -00136
Curvatura 000005 013064 016665 -03716 -00912 01232
x, [sac] 000667 000372 000271 -00037 -00137 -00275
X, [ind] 000089 000063 024394 -00052 00181 -00083
o XX, 000013 00078 044390 00068 00120 -00053
Curvatura 006838 052028 060067 -00033 -00036 -00055

A/O: dgua em oleo; O/A: 6leo em dgua; sac: sacarose; ind: indutor.
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com adi¢des combinadas de 80 g.L! de glicose e 50 g.L! de dleo de
cozinha, obtendo a maior atividade emulsificante (0,65 UE.h!) em
96 horas de produgdo. Essa produgio, superior & obtida em nosso
estudo, pode ser justificada pela alta concentragio de glicose adi-
cionada, fonte de carbono de estrutura quimica mais simples que
a sacarose.

A Tabela 4 apresenta os resultados da redugao da tenséo superficial
avaliada para os tempos 24 e 72 horas. Para o indutor glicerol, houve

redugdo somente em 72 horas de cultivo, e a maior redugio foi para o

experimento S7 (6 g.L* de sacarose e 30 g.L* de indutor), com 6,99%,
de 48,08 £ 0,16 mN.m™ para 44,71 + 0,06 mN.m™. Quando utilizado
6leo diesel como indutor, no experimento S2 (10 g.L' de sacarose e
15 g.L'! de indutor), em 72 horas, foi verificado o maior percentual de
redugdo de todo o ensaio, de 9,89% (de 30,53 + 0,33 mN.m™ para 27,51
+ 0,05 mN.m). Com o indutor 6leo de soja, o percentual de redugio
atingido foi verificado em 24 horas, para o experimento S5 (6 g.L"' de
sacarose e 30 g.L' de indutor), no qual houve redugio de tensdo super-

ficial de 34,41 + 0,17 mN.m™' para 31,91 + 0,05 mN.m™".

Tabela 4 - Reducéo percentual da tensao superficial (%) para os trés indutores testados em 24 e 72 horas de bioprocesso.

Gllcerol

Oleo diesel Oleo de soja

Experimento Reducdo em Reducdo em Reducédo em Reducédo em Reducédo em Reducédo em
24 horas 72 horas 24 horas 72 horas 24 horas 72 horas

040% 501%
S2 ND ND ND 9,89% 541% ND
S3 ND 515% 523% ND 372% ND
S4 ND ND ND 442% ND 096%
S5 ND 6,87% 379% 443% 727% ND
S6 ND ND ND 6,25% 384% ND
S7 ND 699% 003% ND ND 040%
ND: ndo detectada reducao de tensao superficial.
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Figura 3 - Espectro de matrix-assisted laser desorption/ionization-massspectrometry de biossurfactante produzido por Saccharomyces cerevisiae,
com a detecgao dos ions que caracterizam as isoformas de soforolipidios e com ampliacdo da regiao de m.z'1.000 a 1.140.
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A redugao da tensdo superficial indica a produgao de agentes tensoa-
tivos no bioprocesso. Os indutores 6leo diesel e dleo de soja mostram efe-
tiva capacidade para redugdo da tensdo superficial devido a caracteristica
hidrofébica de ambos. A combinacéo entre carbonos insoltvel e soltvel
torna-se ideal para sintese das fragoes hidrofilicas e hidrofébicas das molé-
culas que foram o biossurfactante (SATPUTE et al., 2010). Atingiram-se
valores inferiores a 35 mN.m", o que, de acordo com Cooper e Paddock
(1984), indica a eficiéncia do biossurfactante produzido. Entretanto, res-
salta-se que o biossurfactante polimérico produzido pelalevedura S. cere-
visiae, por possuir alto peso molecular, tem sua estrutura micelar compro-
metida. Segundo Uzoigwe et al. (2015) e Colla e Costa (2003), a forma-
¢do de micelas é impossibilitada pelo rearranjo molecular do meio, o que
influencia nas ligagdes e interagdes hidrofébicas e hidrofilicas, limitando
o emulsificante de reduzir tensédo superficial de meios.

Accorsini et al. (2012) avaliaram a produgéo de biossurfactantes
por Candida antarctica, cultivada durante um periodo de sete dias, uti-
lizando glicerol como substrato. Esses autores verificaram redugéo da
tensdo superficial de 43% dos meios nas primeiras 24 horas de incu-
bacio (sendo a tensdo inicial de 47 mN.m™ reduzida para 32 mN.m™).
A diminui¢do de tensio superficial em nosso estudo foi de até 6,99%
em 72 horas, indicando ainda baixa capacidade de redugéo de tensdo
superficial pela levedura Saccharomyces cerevisiae.

A analise da espectrometria de massa foi realizada para o biossur-
factante produzido com o indutor glicerol, com o experimento de maior
atividade emulsificante A/O verificado (experimento S1). O espectro
foi obtido com o uso de MALDI-MS e indica um perfil caracterizado
pelos fons com picos de valores de m/z 781, 894, 965, 1.105, 1.370, 1.436,
1.527 e 2.187 (Figura 3), que representam as familias de biossurfac-
tantes extracelulares produzidos por S. cerevisiae como soforolipidios.

Os soforolipidios caracterizam-se por serem glicolipidios extra-

celulares que possuem uma cauda lipidica e uma cabega formada por

um carboidrato. O espectro encontrado assemelha-se ao produzido por
cinco espécies de leveduras — Starmerella bombicola NRRL Y-17069,
Candida stellata NRRL Y-1446, Candida sp. NRRL Y-27208, Candida
riodocensis NRRL Y-27859 e Candida apicola NRRL Y-2481 —, carac-
terizadas por Price et al. (2012) como soforolipidios e pertencentes &
classe dos glicolipidios. Joshi-Navare, Khanvilkar e Prabhune (2013)
também identificaram soforolipidios semelhantes aos resultados obti-
dos para a levedura da C. bombicola (ATCC22214).

A produgao de biossurfactantes extracelulares pertencentes a sub-
classe dos soforolipidios pela levedura S. cerevisiae e de biossurfac-
tantes intracelulares de manoproteinas mostra que a levedura é capaz
de produzir ambos os tipos de biossurfactantes. Esse novo indicativo
confirma o alto potencial, ainda nao totalmente explorado, da aplica-
¢do desse biossurfactante em diversas dreas, com destaque para a drea
ambiental, em que pode ser aplicado em processos de biorremedia-
¢do de contaminantes oleosos como uma alternativa de baixo custo
se comparado a outros processos de tratamento de contaminantes
(MARCHANT; BANAT, 2012; MINUCELLI, 2015).

CONCLUSOES

A produgdo de biossurfactantes intracelulares por S. cerevisiae é supe-
rior a de extracelulares. As atividades emulsificantes A/O sdo superio-
res as O/A. Entre os indutores testados, os que apresentaram melhor
atividade emulsificante e maior producdo de biossurfactantes foi o
glicerol, seguido pelo 6leo de soja. A levedura Saccharomyces cerevi-
siae possui significativo crescimento celular em meios contendo con-
centragdes baixas de sacarose e altas de indutor. A reducéio da tensao
superficial ainda é baixa para as condigdes experimentais estudadas.
A otimizagio realizada nos experimentos comprovou aumento de pro-

dutividade de biossurfactantes.
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